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(54) Title: HOST- VECTOR SYSTEM FOR USE IN GENE THERAPY 

(54) Titre: SYSTEME HOTE-VECTEUR UTTLI SABLE EN THE RAP EE GENIQUE 

(57) Abstract 

System for the expression of a transgene in a target cell or human or animal tissue characterized in that it consits of a line-established 
eucaryote cell, wherein have been transfected: a) a recombinant viral sequence in which a gene was deleted either fully or partially and 
replaced by said transgene; b) a nucleic acid sequence including a sequence coding for the deleted protein, said sequence being controlled 
by a promotor and associated, if necessary, with said transgene, and flanked at its 3' end by a polyadenylation site. The recombinant 
viral genome and said sequence carried by one or two plasmidic supports are likely to be transcomplementary and enable said host cell to 
produce defective infectious viruses. 

(57) Abre'ge' 

LMnvention conceme un systeme d'expression d'un transgene dans une- cellule cible ou un tissu humain ou animal caracte'rise* en ce 
qu'il est constitu6 d'une cellule eucaryote et £tablie en Iignee, dans laquelle ont e*te" tranfectees: a) une sequence virale recombinante dans 
iaquelle un gene a Ct6 delate" dans sa totalite" ou partieliement et substitue" par ledit transgene au niveau de ce gene; b) une sequence d'acides 
nucl6iques incluant une sequence codant pour la prote'ine d61et6e, laquelle sequence est sous la ddpendance d'un promoteur et est associee 
le cas ech^ant audit transgene, et flanquee a son extremity 3' un site de polyaddnylation; ledit genome viral recombinant et ladite sequence, 
pone's par un ou deux supports plasmidiques, 6tant susceptibles de se complementer en trans et permettre a ladite cellule note de produire 
des virus infectieux deTectifs. 
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8YSTEME HOTE— VECTEUR UTILISABLE EN THERAPIE GENIQUE 

La presente invention est relative a une nouvelle 
approche pour la therapie genique appliquee notamment a 
1 1 elimination de certaines categories de cellules, 
telles les cellules tumorales ou certaines cellules 
infectees par des virus, par la production de 
retrovirus recombinants a partir de nouvelles 
constructions genet iques . 

Le concept de therapie genigue par genes tueurs ou 
genes suicides a ete developpe depuis 1986 par de 
nombreuses approches . II implique I 1 expression d'un 
gene, cette expression permettant la transformation 
d'une substance non toxique ou substance toxique par la 
cellule* Ce concept de therapie genigue est applicable 
et transposable a tout gene dont l 1 expression dans une 
cellule cible permet de transformer une substance 
inactive en substance active, ou vice versa, conduisant 
soit a une destruction (exemple du gene suicide) , soit 
a une restauration de certaines fonctions. 

Dans tout ce qui suit, 1 1 application de ces 
concepts aux genes suicides est plus particulierement 
developpee compte tenu de 1 ' accessibility de sa mise en 
oeuvre experimentale . La transposition des moyens de 
1 ' invention a tout type de transgene dont 1' expression 
conduit a modifier l'effet d'une substance dans un sens 
d' activation ou d 1 inactivation , est neanmoins a la 
portee de l'homme du metier, 1 

La thymidine kinase du virus Herpes Simplex de 
type I (HSV1-TK) est 1 1 enzyme qui a ete l'objet du plus 
grand nombre d 1 investigations relatives aux genes 
suicides . 

Cette enzyme, atoxique pour les cellules 

zransrormei jertam^ analogues aucieosiaigues teis 
l'aciclovir (ACV) ou la ganciclovir (GCV) en molecules 
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monophosphatees, ce dont sont normalement incapables 
les kinases cellulaires (G.B. Elion, J. Antimicrob. 
Chemother. 12:9-17 (1983)). Ces nucleosides 

monophosphates sont ensuite convertis par des enzymes 
cellulaires en nucleotides triphosphates qui peuvent 
etre utilises lors de la synthese de l'ADN et bloquer 
le processus d f elongation entrainant ainsi la mort de 
la cellule. L 1 analogue de nucleoside triphosphate n'est 
done toxigue que pour les cellules en division. 

On concpoit done tous les avantages qui peuvent 
etre tires de 1 1 utilisation de ce type de toxines 
conditionnelles appliquee a la therapie genique, 
notamment anticancereuse . 

En premier lieu, seule une toxicite condit ionnelle 
permet de generer des clones cellulaires stables 
produisant les pseudo-particules virales capables de 
produire un tel transgene et transferer le gene suicide 
dans les cellules cibles. II suffit en effet de 
cultiver ces cellules en 1 • absence d'ACV ou de GCV 
puisque la thymidine kinase de 1'HSVl n'est pas toxique 
pour la cellule en absence de ces drogues . 

Ensuite, en cas d ! effet secondaire du traitement, 
1' arret de 1 ' administration de l'ACV ou du GCV fait 
cesser immediatement la toxicite due au transgene; en 
outre, un ajustement des doses de 1' analogue 
nucleosidique permet de detruire selectivement les 
cellules qui expriment fortement le transgene tout en 
preservant les cellules dans lesquelles le gene est 
faiblement exprime ; cette toxicite restreinte aux 
cellules en division est un avantage important 
notamment pour le traitement des cellules cancereuses. 

Enfin, des donnees experimentales in vitro et in 
vivo ont montre que des cellules n f exprimant pas HSV1- 
TK, mais au contact de celles-ci etaient egalement 
detruites par le traitement par l'ACV ("Cooperation 
metabolique" ou "effet bystander") (Moolten F.L., 1986, 
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Cancer Research, 46:5276-5281 et Culver K.W. et al . , 
1992, Science 256:1550-1552). 

Le mecanisme de cet effet reste encore incompris, 
mais il est possible que les analogues nucleosidiques 
triphosphates puissent passer d'une cellule a 1 1 autre 
par 1 1 intermediaire des "gap junctions". 

Les retrovirus apparaissent comme etant des 
vecteurs de choix pour transferer des genes exogenes 
dans des cellules eucaryotes, notamment des cellules 
humaines . 

Cependant , un prealable indispensable pour 
1 1 utilisation des retrovirus a des fins therapeutigues 
et notamment en therapie genigue est de s 1 assurer de la 
securite de leur utilisation. 

Le danger principal de 1 ' utilisation de retrovirus 
en therapie genigue est la possibility d'une 
dissemination d'un retrovirus sauvage reconstitue dans 
la population cellulaire ou le tissu considere. 

Une telle proliferation pourrait conduire a des 
integrations multiples du genome du retrovirus dans le 
genome des cellules infectees pouvant conduire a tout 
type de dereglement genetigue. 

Ce type d ■ approche pose done le probleme 
d'atteindre le plus possible de cellules cibles, et 
done la capacite de ce systeme d'atteindre le plus 
possible de cellules tumorales , tout en assurant le 
controle de la proliferation de .virus. 

De nombreuses approches ont ete developpees 
jusqu'a present pour mettre au point des cellules 
d 1 empaguetage ("packaging cell lines") gui produisent 
uniquement des retrovirus defect if s , et porteurs du 
transgene d 1 interet ; le developpement de telles 

ur.I.sarici; aes retroviruG en rnerapie gemque, grace 

a la securite conferee par ces systemes. 
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Les premiers vecteurs utilises ont ete des 
vecteurs retroviraux portes par des particules pseudo- 
retrovirales ayant une enveloppe amphotrope pour 
pennettre leur utilisation dans differentes especes, et 
defectifs pour controler leur dissemination. Le virus 
naturel de depart est generalement le virus murin de 
Moloney dont on a separe les elements agissant en cis 
et les elements agissant en trans pour former deux 
genomes defectifs . 

Le vecteur viral proprement dit a conserve les 
sequences cis indispensables : les LTR pour le controle 
de la transcription et de 1 1 integration, la sequence 
psi necessaire pour 1 1 encapsidation , la sequence PB 
necessaire pour la replication virale. Les genes viraux 
(gag, pol, env) sont deletes et remplaces par le 
transgene a exprimer dans une cellule cible placee en 
principe sous son propre promoteur ou sous un promoteur 
juge plus puissant ou regulable. 

Les genes retroviraux gag, pol, env sont souvent 
integres dans un autre vecteur, parfois appele Helper, 
defectif pour les sequences LTR et POLICE 
DA_MATH8 AwFINP . Leur expression permet 1 1 encapsidation 
du transgene, a 1' exclusion des genes necessaires a la 
multiplication du genome viral et a la formation de 
particules virales completes. 

La forme provirale du Helper est en general 
integree dans le genome d'une lignee cellulaire murine 
(par exemple fibroblaste NIH/3T3) qui joue a la fois un 
role d'hote pour le vecteur et de Helper pour les 
fonctions qui lui font defaut. Apres transfection du 
vecteur, la souche cellulaire devient capable de 
produire des particules virales infectieuses 
defectives. Cependant, ces particules ne contiennent 
uniquement que le gene a transferer (transgene) mais ne 
contiennent pas 1 1 information necessaire a la 
reconstitution de particules virales completes dans les 
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cellules cibles. Ce systeme est done congu pour 
empecher toute propagation ulterieure de virus apres la 
premiere infection, e'est-a-dire si le virus infectieux 
porteur du transgene penetre dans une cellule depourvue 
de 1 1 information de type Helper (gag, pol et env) , sa 
production est arretee. 

Done, classiquement, la lignee d 1 empaquetage 
("packaging cell line 1 ') est une lignee cellulaire 
susceptible d'apporter 1 1 information Helper en trans 
par rapport au genome viral present dans la particule, 
de telle fagon que des particules virales infectieuses 
defectives puissent se reconstituer. 

Differents systemes d 1 empaquetage permettant la 
production de virus recombinants defectifs ont ete 
deer its dans les documents suivants : 

la demande de brevet EP 0 243 204 decrit 
1 1 utilisation de retrovirus comme moyen d ' empaqueter 
toute substance pour traverser la membrane de cellules 
cibles eucaryotes ; 

- la demande de brevet WO 89/07150 decrit une 
cellule de packaging de retrovirus , les deux plasmides 
exprimant en trans les differents genes viraux (env, 
gag, pol) , mais aucun des deux ne comprenant la 
sequence POLICE D A_MATH 8 AwF I N P de packaging ; la 
production de virus dans ces lignees est comprise entre 
104 et 106 CFU/ml ; 

les demandes de brevets WO 90/02806, WO 
90/12087, EP 0 476 953, WO 93/04167 et WO 93/10218 sont 
des publications decrivant des trans ferts de genes in 
vivo par utilisation de vecteurs retroviraux, eux-memes 
produits par des cellules d 1 empaquetage . 

Les nombreuses references de constructions et 

' ::r< reference:, .:gg. aans .... . presence aemanae . 

Des developpements recents ont conduit a utiliser 
un transfert de genes in vivo en . transferant 
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directement les cellules d'empaquetage productrices de 
vecteurs pour le traitement de tumeurs ; 1 1 elimination 
par exemple de tumeurs cerebrales experimentales 
microscopiques par injection stereotaxique de cellules 
produisant des retrovirus TK-HSV1, puis traitement par 
le GCV, a ete rapportee par Culver et col. (Science 
256:1550-1552, 1992) . 

De la meme fagon, certains des auteurs de la 
presente demande ont montre que, chez le rat, le 
transfert in vivo du gene HSV1-TK par injection directe 
de fibroblastes murins produisant des particules 
retrovirales recombinantes, conduit a une reduction 
considerable de tumeurs hepatiques chez le rat (Caruso 
M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 90:7024-7028, 
1993 et Yves Panis et col., c.R. Acad. SC. Paris,, Tome 
315, Serie III, p. 541-544) ; ces articles mettent en 
outre en evidence une diminution tres importante du 
nombre de cellules cancereuses au niveau des tumeurs, 
sachant que, de fagon surprenante, le nombre de 
cellules transduites in vivo par ce type de technique 
est sans doute inferieur a 10% pour TK-HSV1 . 

Cet effet pourrait s'expliquer par le mecanisme de 
cooperation metabolique deja evoque plus haut. 

Ce systeme de lignees d'empaquetage permettant de 
produire des particules virales porteuses d'un 
transgene est done extremement prometteur pour 
utilisation en therapie genique et notamment pour 
1' expression de genes conditionnels . 

Ces systemes mis au point et decrits dans les 
nombreuses references citees plus haut presentent 
cependant certaines limites qui sont : 

1) la faible productivity de ces lignees 
cellulaires (titre infectieux inferieur ou egal a 
106 PFU/ml) , le retrovirus normal Mo MuLV 
produisant environ 108 PFU/ml et un virus comme 
l f adenovirus environ 109; 
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2) une deuxieme limite de ce type de technique est 
qu'il met en oeuvre des lignees f ibroblastiques 
NIH/3T3 qui sont des lignees adherentes ; ceci est 
un avantage lorsgue 1 1 on utilise le surnageant de 
cellules contenant les particules viral es , ma is 
par contre est un inconvenient lorsque 1 ' on veut 
utiliser les lignees transfectees elles-memes a 
titre de medicament, les lignees injectees in vivo 
produisant alors les particules virales 
recombinees in situ ; 

3) un troisieme inconvenient, qui est la 
contrepartie de 1 ' avantage de securite du systeme, 
est que si les particules virales exprimees in 
situ par la lignee de packaging peuvent transferer 
le transgene d 1 interet dans les cellules en 
division , toute dissemination ulterieure est 
bloquee a ce niveau. Ceci limite l'efficacite du 
transfert du transgene du fait du blocage de la 
dissemination . 

II eta it done important de concevoir un systeme 
permettant eventuellement d 1 auto-entretenir la 
production de particules virales recombinantes 
porteuses du gene d 1 interet tout en etant assures de 
controler toute propagation ulterieure au moment choisi 
afin de preserver les conditions de securite requises, 
a savoir la maitrise totale de la dissemination du 
virus sous sa forme sauvage. 

Dans tout ce qui suit, le terme de "transgene" 
designe le gene a exprimer dans la cellule cible, gene 
qui, dans les exemples est de type gene suicide. 

Le trangene peut egalement etre une cytokine ou 
une molecule d 1 interet therapeutique . 

v "°co^i:inante |! - lanir aue -ciqno.no r ^ornporre 

i 5 ensemble des genes necessaires a 1' expression d'une 
particule pseudo-retrovirale a I 1 exception du gene 
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enveloppe (env) et comprenant eventuellement un ou 
plusieurs transgenes . 

L 1 expression "cellule hote" signifie la cellule 
contenant les deux sequences d f acides nucleiques 
recombinants, portees ou non par le meme plasmide, et 
utilisable soit comme medicament, soit pour produire 
les virus recombinants defectifs. 

L 1 expression "cellule cible" signifie la cellule 
que I'on cherche a traiter par introduction du 
transgene. 

La presente invention repond et permet de 
surmonter les limites des systemes existants citees 
ci-dessus par la construction d'un systeme hote-vecteur 
permettant d 1 exprimer un transgene dans une cellule 
cible ou un tissu humain ou animal, caracterise en ce 
gu'il est constitue d'une cellule eucaryote etablie en 
lignee, dans laquelle ont ete transfectees : 

a) une sequence pseudo-retrovirale recombinante dans 
laquelle le gene env a ete delete dans sa totalite ou 
partiellement et substitue par ledit transgene au 
niveau du gene env tel que represents sur la figure la, 
de sorte que le transgene soit exprime sur des 
transcrits episses similaires a ceux du gene env dans 
le virus Moloney sauvage ; 

b) une sequence d'acides nucleiques incluant une 
sequence codant pour une proteine d 1 enveloppe ou 
membranaire, laquelle sequence est sous la dependance 
d'un promoteur et est associee le cas echeant audit 
transgene, et flanquee a son extremite 3 ! un site de 
polyadenylation et represents sur la figure lb ; 
ledit genome viral recombinant et ladite sequence etant 
susceptibles de se complementer en trans et permettre a 
ladite cellule hote de produire des virus infectieux 
defectifs depourvus du gene env. 

Le genome viral recombinant decrit en a) et la 
sequence d'acides nucleiques portant le gene env. 
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decrite en b) peuvent etre portes soit par deux 
plasmides ou systemes de transf ection differents, soit 
par le meme plasmide ou systeme de transfection pourvu 
que la sequence b) soit situee en dehors de la sequence 
pseudo-retrovirale comprise entre les deux LTR. Une 
construction sur un seul plasmide est representee sur 
la figure 4a. 

La caracteristique commune aux deux types 
d ' approches : deux supports distincts ou un seul 
support pour les sequences a) et b) est que la sequence 
b) etant depourvue de la sequence V/ elle n • est jamais 

OTT»T-\a rmo+- eio o+* r\z*y- r*>r\r-\ e rn i a ir\ +- 1 ^ i— *r A - ~ MUM ^i..Jx.^ 

r- — -a. — — — — r- ~ *-^*~w^v*w*i^ -u vxmo ^iuuuiu& yai. 

1 1 hote en sont depourvus . 

En outre, dans ce dernier cas, le plasmide 
portant les deux sequences a) et b) ou celui portant la 
sequence pseudo-retrovirale de la figure la ci-dessus 
peuvent porter d 1 autres sequences recombinantes 
destinees a ameliorer la stabilite ou la duree de 
1 1 expression desdites sequences . Ces elements 
complementaires peuvent par exemple etre les ITR (pour 
: Inverted Terminal Repeat) du virus AAV (Adeno 
Associated Virus), Un exemple d'une telle construction 
est representee sur la figure 4b. 

II apparait clairement dans ce systeme que la 
cellule hote abritant les deux sequences recombinantes 
ci-dessus portees par un ou deux plasmides ne peut etre 
assimilee a une cellule d 1 empaquetage dans la mesure ou 
la premiere sequence pseudo-retrovirale recombinante 
est porteuse de la sequence psi et permet, lorsqu'elle 
est transf ectee seule, independamment de la deuxieme 
sequence contenant le gene env, la production par la 
cellule hote de particules virales porteuses de 

uepourvues :: ' envdoppe et. a one nor. mrectieuses . 

T a eel lul e se comport e done bien comme 1 1 hote d 1 un 
vecteur viral normal ou recombinant autorisant la 
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production de particules virales sans adjonction de 
Helper ou de co-expression en trans comme decrit 
precedemment . 

L'addition dans cette cellule hote d'un gene 
codant pour la proteine d'enveloppe virale sous la 
dependance d'un promoteur et suivie d'une sequence de 
polyadenylation permet la transcription, puis la 
traduction de ce gene en proteine dans la cellule hote 
et, de fapon subsequente, la reconstitution de 
particules virales porteuses du meme genome que les 
precedentes (et representee sur la figure la) a ceci 
pres qu'elles possedent desormais une enveloppe qui 
leur permet d'infecter des cellules cibles. Ces 
particules virales infectieuses ne sont, apres 
infection d'une cellule cible, capables de produire des 
particules virales infectieuses que si le gene env est 
ajoute a nouveau et est exprime. 

Les plasmides recombinants de 1 ' invention qui ont 
comme caracterist iques de posseder la sequence 
retrovirale recombinante encadree des deux LTR, et un 
gene env. porte ou non par le meme support 
plasmidique, peuvent etre egalement associes a un 
systeme permettant leur introduction dans les cellules 
cibles. Ces systemes peuvent etre de plusieurs types 
tels des virus ou un vehicule approprie favorisant le 
transfert du materiel genetique a 1 1 interieur des 
cellules ; les vehicules appropries sont definis comme 
permettant le passage des membranes biologiques et 
peuvent etre notamment des liposomes, des lipides 
cationiques, des derives de polylysine/ des adenovirus 
inactives ou des methodes balistiques. 



et transferer dans des cellules aussi bien des acides 
nucleiques que des particules virales (R. Philips et 
al, (1994) Molecular and Cellular Biol. Vol 14 n° 4, p 
2411-2418) . Ces vehicules presentent une pietre 



Des liposomes ont ete utilises pour envelopper 
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efficacite de transfection des plasmides qu'ils 
contiennent. Le fait d'adjoindre a la sequence pseudo- 
retrovirale de 1 1 invention des sequences permettant une 
expression meilleure et prolongee des sequences 
d'interet therapeut ique permet d'envisager leur 
utilisation comme (trans) porteurs de plasmides 
recombinants so it comme moyen intermedia ire a la 
fabrication d'un medicament, soit comme principe actif 
de medicament ; la cellule ainsi trans fee tee par le 
vehicule contenant les vecteurs se transforme alors 
elle-meme en cellule productrice de retrovirus 
defectifs codant pour le gene d'interet mais depourvus 
du gene enveloppe et le virus defectif est lui-meme 
capable de reinfecter d'autres cellules pour y exprimer 
a nouveau le gene d'interet, le cycle s ' arretant 
necessairement a ce stade, sauf ajout d'une sequence 
env . par quel que moyen que ce soit . Cette cellule est 
soit la cellule du systeme hote vecteur soit la cellule 
cible telle que definies plus haut . 

L 1 invention est relative egalement aux vehicules 
tels que definis plus haut contenant une sequence 
pseudo-retrovirale telle que decrite en la, une 
sequence recombinante portant un gene env, telle que 
decrite en lb , separes ou rassembles sur un meme 
support plasmidique tel que decrit dans les figures 4a 
et 4b, et portant en option des ITR du virus AAV en 
amont et en aval de la sequence recombinante pseudo- 
retrovirale, et de preference en aval de la sequence 
recombinante portant le gene env . 

De maniere plus generale, tout vecteur viral dans 
lequel : 

- un gene essentiel a la constitution de particules 
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- ce gene essentiel est present sur le meme vecteur, ou 
un vecteur distinct, mais n'est plus sous la dependance 
des promoteurs viraux et, 

- le produit de ce gene agit en trans et permet de 
reconstituer des particules virales defectives, 

fait partie de 1 ' invention. 

Un autre exemple de construction de ce type, non 
retrovirale, est la reconstitution d 1 un adenovirus 
recombinant defectif dans lequel le gene E1A est 
substitue par un transgene d'interet, et la sequence 
E1A est exprimee en trans de telle fagon a reconstituer 
une particule virale infectieuse defective. 

La caracteristique essentielle des constructions 
de 1' invention, c 1 est qu'elles permettent de produire 
des virus infectieux soit dans une cellule hote, soit 
dans une cellule cible, mais les virus produits 
contiendront un acide nucleique capable d'exprimer un 
transgene et incapable de produire des particules 
infect ieuses , 

Dans le cas de particules pseudo-virales decrites 
plus haut, la sequence env. sera en dehors de la zone 
de regulation de I 1 expression des sequences 
retrovirales . 

Ce systeme est particulierement avantageux comme 
nous le verrons par la suite lorsque le transgene a 
exprimer est un gene suicide, notamment la thymidine 
kinase du virus Herpes Simplex (HSV1-TK) , ou une 
cytokine . 

Dans le systeme hote-vecteur de 1" invention, la 
sequence pseudo-retrovirale recombinant© est derivee du 
genome du virus de Moloney MuLV, les sequences LTR en 
5 1 ou 3* etant d'origine sauvage ou derivees de 
differents mutants ou combinees. On pourra citer par 
exemple les constructions de type LTR derivees des 
mutants mov3 , mov9 et movl3 tels que decrits dans 
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Caruso M. et al . dans Proc. Natl . Acad- Sci . USA, 
90 : 7024-7028 , 1993 • 

Cette sequence d 1 acides nucleiques ( figure la) , 
qui va etre encapsidee dans la particule virale 
produite par la cellule hote , est extremement proche du 
genome retroviral "sauvage", ce qui presente 1 ' avantage 
d'obtenir des titres plus eleves que ceux obtenus dans 
les systemes decrits ci-dessus dans 1 ' etat de la 
technique avec les lignees de packaging et les 
complementations en trans des genes viraux. 

A titre d'exemple, et comme nous le verrons plus 
loin, alors que dans les systemes de 1 1 etat de la 
technique le titre maximum avec les cellules de 
packaging est de 1 1 ordre de 106 , ce systeme permet des 
titre compris entre 106 et 109 et de preference entre 
107 et 108 PFU/ml* 

Une deuxieme caracteristique du systeme hote- 
vecteur de 1 1 invention est que la cellule hote est 
transfectee simultanement avec une sequence d' acides 
nucleiques incluant une sequence codant pour une 
proteine d 1 enveloppe, cette proteine etant d'origine 
virale , voire retrovirale, ou proteine membranaire , 
voire cellulaire. 

"Simultanement" signifie que les deux sequences, 
la sequence pseudo-retrovirale et la sequence d 1 acides 
nucleiques codant pour le gene enveloppe, sont 
exprimees simultanement dans ,1a cellule hote, les 
trans feet ions pouvant etre real i sees soit simultanement 
sur une ou deux constructions , soit successivement . 

Le gene enveloppe choisi peut etre homologue a la 
sequence pseudo-retrovirale, c 1 est-a-dire etre issu par 
exemple du Mo-MuLV , permettant la reconstitution des 



nitre \"irus . oar -xeriDic i a r. r -tr^ :.. mitat:" ; e 

virus de la stomatite vesicuiaire ( VSV) , le HIV , le 
virus de la rage ou le virus de la leucem.ie du gibbon , 
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lequel gene lorsqu'il est transcrit et traduit en 
proteine d'enveloppe permet la reconstitution d'un 
pseudo-type viral dont l'enveloppe est une enveloppe de 
VSV (ou de HIV) et le genome comportant les LTR, psi, 
PB, gag et pol du MuLV, ainsi que le transgene. 

Enfin, le genome env peut etre d'origine 
cellulaire et coder pour une proteine membranaire 
permettant le ciblage de la particule virale sur un 
ligand specif ique, notamment pour un recepteur de type 
CD4 . 

En outre, l'enveloppe peut etre une proteine 
chimerique dont l'extremite carboxyterminale est 
derivee des sequences intramembranaires de l'enveloppe 
du Moloney. II existe en effet des donnees 
experimentales qui montrent que ces sequences 
membranaires peuvent etre impliquees dans la 
concentration de ces proteines d'enveloppe a la surface 
de la particule virale, Avec ces molecules chimeriques, 
l'efficacite d' expression de la proteine env chimerique 
a la surface des virions sera accrue. 

Un deuxieme avantage de ce systeme hote-vecteur 
permettant l 1 expression de ces pseudo-types viraux 
heterologues est la possibility eventuelle de purifier 
ces pseudo-particules virales par ultracentrif ugation 
sans perdre de pouvoir infectieux. Ceci permet 
d'obtenir des suspensions virales dont le titre peut 
atteindre 109 PFU/ml . 

La sequence d'acides nucleiques contenant le gene 
env tel que decrit dans la figure lb ci-apres, peut 
etre transfectee par tout type de moyens, que ce soient 
des moyens physiques ou a l'aide de vecteurs viraux ou 
retroviraux. Parmi les moyens physiques connus, on 
pourra citer la micro- in j ect ion , les liposomes ou 
encore des procedes dits de biolistique ou par 
bombardement tels que decrits dans Kriegler, M. Gene 
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Transfer and Expression; A Laboratory Manual; MacMillan 
Publishers Ltd. ; 1990. 

La transfection peut egalement avoir lieu par 
integration de cette sequence d'acides nucleiques dans 
un vecteur viral et notamment de 1 1 adenovirus . 

L'avantage de cette derniere methode est la 
possibility de mettre en place un systeme auto- 
entretenu in vivo tout en gardant 1 1 entiere maitrise de 
la proliferation virale. 

En ef fet, le systeme hote-vecteur comprenant comme 
transgene un gene suicide et injecte par exemple au 
niveau d'une tumeur va exprimer une particule virale 
recombinante qui, elle-meme, va reinfecter in situ des 
cellules en division . 

Ces cellules pourront a leur tour reexprimer une 
particule virale, mais, cette derniere sera non 
infectieuse puisque le genome viral n 1 aura pas ete 
complements en trans par un gene d'enveloppe. 

Si, a cette etape, il est procede a une injection 
de vecteur d 1 expression recombinant contenant le gene 
env, il pourra y avoir a nouveau trans-complementation 
et le cycle reproduit une fois de plus ; la securite du 
systeme est, de cette fa^on, preservee puisqu'une 
double transfection est necessaire, 1 1 une par la 
pseudo-particule virale MuLV susceptible d'infecter 
uniquement les cellules en division et 1 1 autre par 
1 1 adenovirus susceptible d'infecter 1 1 ensemble des 
cellules. Done, seules les cellules en division seront 
susceptibles d'etre co-transf ectees , d 1 exprimer les 
genes viraux en trans et de produire des pseudo- 
particules virales susceptible d'infecter les cellules 
cibles . 

■ ■ e q a n t. o :i e- r. ransrecro x : ar.r 1 : n r ^c.:ui o r :cie , oar 

exemple ie gene suicide TK, permettant 1 : expression de 
ce dernier et conferant a la cellule qui le contient la 
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sensibilite aux analogues de nucleosides ; la 
transfection simultanee d 1 un gene enveloppe permet la 
production par cette meme cellule cible de particules 
infectieuses comprenant le meme genome pseudo-viral 
recombinant defectif en gene enveloppe. 

Ce cycle peut done etre reitere le nombre de fois 
desire tant que la sequence porteuse du gene env est 
apportee de facon exogene ; le systeme s 1 arrete apres 
un cycle replicatif du virus dans la cellule cible, 
production de particules infectieuses, reinfection et 
production de particules non infectieuses. 

L* ensemble de ce cycle est decrit dans la figure 



Un troisieme avantage du systeme hote-vecteur 
selon 1 ' invention est que tout type de cellules 
eucaryotes etablies en lignees peut etre choisi a 
partir du moment oil cette lignee est susceptible de 
produire ce type de particules virales amphotropes. 

Outre les lignees NIH/3T3 utilisees classiquement 
pour produire des particules virales recombinantes du 
virus de Moloney, le systeme hote-vecteur de 
1 1 invention autorise 1 ' utilisation de lignees 
cultivables en suspension ; a titre d'exemple, on peut 
citer les myelomes de souris, les cellules VERO ou les 
cellules d 1 insectes . 

L 1 avantage evident d'utiliser des cellules en 
suspension est 1 1 application industrielle pour la 
preparation de medicaments utilisables en therapie 
genique, des quantites importantes de ces cellules 
etant necessaires a de telles preparations qui sont 
bien evidemment beaucoup plus aisees d'obtention avec 
des cellules en suspension qu'avec des cellules 
adherentes . 

Le choix des cellules VERO comme cellules hotes 
peut presenter 1 1 avantage d'une part de provenir de 
primates et done etre mieux adaptees phylogenetiquement 
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a 1 1 homme et d 1 autre part d'etre plus resistantes a 
l 1 action des anticorps naturels et du complement. Ces 
cellules ont en fin ete utilisees largement pour la 
production de vaccins, et en particulier de virus qui 
ne subissent que tres peu d 1 etapes d 1 inactivation ou de 
purification (vaccin contre la Rage par exemple) • 
Certaines cellules utilisables a titre de cellules 
hotes productrices de particules virales ont la 
propriete que lesdites particules ne sont pas 
inactivees par le complement : il s 1 agit notamment des 
lignees cellulaires humaines ou issues du vison. 

Le choix comme cellules hotes de cellules des 
lepidopteres ou plus generalement des cellules 
d 1 insectes (a 1* except ion des dipteres) presente 
egalement de nombreux avantages pour construire des 
systemes hote-vecteur utilisables a titre de 
medicaments en therapie genique : 

- elles sont capables de produire des proteines 
d 1 enveloppe virales de virus inf ectant les 
eucaryotes , mais elles-memes ne sont pas 
inf ectables par ces virus ; 

les cellules d 1 insectes ne produisent pas de virus 
de mammiferes, les tests de securite virale les 
concernant sont done reduits ; 

ces cellules ne sont pas inf ectables par des virus 
potentiellement pathogenes pour 1' homme ; il est 
done beaucoup plus sur d'utiliser ces cellules 
pour un usage en therapeut ique humaine sur le plan 
des tests de securite virale ; 

- les cellules d 1 insectes poussent en suspension et 
done sont cultivables a grande echelle ; 

les cellules d 1 insectes sont capables de 

cl ie c -era ier^ : r, -1 pctee::' .^i: seir ' * \in<~ ruraeur . 
elies peuvent done s : y mouvoir et delivrer ieurs 
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particules pseudo-virales a distance du lieu 
d' injection ; 

il est possible d'utiliser des promoteurs 
specif iques aux cellules d'insectes qui sont des 
promoteurs forts : par exemple, il est possible 
d'utiliser des promoteurs de baculo virus qui 
donnent de forts taux d 1 expression et done un 
nombreux accru de particules pseudo-virales 
etant donne qu'il y a plusieurs promoteurs forts 
issus de baculo virus, il est done possible 
d'effectuer des constructions complexes afin de 
limiter les risques de recombinaison entre les 
differents genes transfectes. 

Tous ces avantages font que les cellules 
d'insectes, eventuellement modifiees genetiquement afin 
d'etre capables de fabriquer des particules pseudo- 
virales amphotropes sont un outil de choix pour la 
construction du systeme hote-vecteur de 1' invention. 

L'homme du metier saura, au cas par cas, selon le 
transgene qu'il souhaite exprimer dans une cellule 
cible, realiser les constructions en utilisant les 
vecteurs d' expression appropries et les cellules hotes 
appropriees permettant la transcomplementation du gene 
enveloppe avec le genome retroviral porteur de la 
sequence psi, des genes gag, pol et du ou des 
transgenes, et permettant une dissemination par 
I'adjonction du gene env, controlee dans le temps et 
dans 1 1 espace. 

Un autre perf ectionnement avantageux du systeme 
hote-vecteur de 1 1 invention consiste a integrer, dans 
la sequence d'acides nucleiques porteuse du gene env, 
une sequence du gene de la thymidine kinase de HSV1 ou 
tout autre gene suicide conditionnel ; ce 
perfectionnement est une deuxieme cle permettant 
d'augmenter l'efficacite du traitement, ainsi que la 
securite du systeme, puisque, de cette maniere, le gene 
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suicide est exprime dans la cellule cible sous la 
dependance de promoteurs de types differents et, par 
consequent, cela permet d'augmenter la sensibilite aux 
analogues de nucleosides conferee aux cellules par 
1 1 expression de ce gene suicide • 

Un autre perf ectionnement particulierement 
avantageux pour des problemes de securite virale dans 
une utilisation therapeutique chez 1 1 honune est 
1 'utilisation d'un systeme hote-vecteur dans lequel : 

les cellules hotes sont des cellules d ' insectes , 
non product rices de virus de mammi feres ; 
ie vecteur portant le gene env utilise sous la 
dependance d'un promoteur comporte en amont du 
gene env une sequence homologue du retrovirus 
recombinant defect if utilise dans le systeme 
hote-vecteur, par exemple tout ou partie d 1 un gene 
gag ou tout ou partie d'un gene pol . 
Ce systeme est interessant car , s i une 
recombinaison homologue avec un retrovirus se produit 
dans un systeme ou 1 1 hote comporte des retrovirus 
endogenes, par exemple dans des cellules de souris, 
alors elle conduira a la production de retrovirus non 
f onctionnels . Cette recombinaison aura lieu de telle 
sorte que le genome recombinant qui en resulte sera 
egalement defect if . L 1 inj ection de ce type de cellules 
a 1 ' homme sera de toute securite sur le plan viral. 

De meme, 1 1 utilisation avec ce systeme d'une 
cellule d 1 insecte dans le systeme hote-vecteur ne peut 
conduire a des recombinaisons homologues, les cellules 
d' insectes ne portant pas de retrovirus de mammiferes 
et, par consequent, 1 ' injection a des fins 
therapeutiques ne pourra permettre de produire que les 

■ invention : ::: ' exciu^icr a o ram c u i e ^ r :;raies' ;ssuer 
d ' une ire comb in a x son houiologue et qui pour rait alors 
etre infect ieuse . 
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La presente invention est egalement relative a un 
procede d 1 expression d 1 un transgene pour la therapie 
genique qui consiste en la mise en oeuvre des etapes 
suivantes : 

a) construction d'un systeme hote-vecteur par 
transfection dans une cellule eucaryote hote, d 1 une 
part, d'une sequence pseudo-retrovirale dans laquelle 
le gene env est delete dans sa totalite et remplace par 
le transgene, par example au niveau de l'ATG dudit gene 
env et, d 1 autre part, une sequence d'acides nucleiques 
comportant dans sa structure une sequence codant pour 
une proteine d'enveloppe sous le controle d'un 
promoteur, le cas echeant associe au transgene et 
flanque a son extremite 3' d'une sequence de 
polyadenylation, les deux sequences ci-dessus etant 
portees par un ou deux vecteurs de type plasinidique , 

b) mise en contact dudit systeme avec les cellules dans 
lesquelles le transgene doit etre exprime, 

c) le cas echeant, transfert a nouveau dans les 
cellules cibles de la susdite sequence contenant le 
gene env. Dans le cas ou les deux sequences sont 
portees par la meme construction, la sequence 
comportant la sequence codant pour une proteine env. 
est exterieure aux deux LTR 5 1 et 3 • de la sequence 
pseudo-retrovirale. 

Dans le procede de l 1 invention, le transgene peut 
etre un gene d'interet therapeut ique et notamment un 
gene suicide tel le gene de la thymidine kinase de HSV1 
conferant, comme il a ete dit plus haut, la sensibilite 
des cellules exprimant ce gene a des analogues de 
nucleosides . 

Dans le procede de l f invention, la sequence 
pseudo-retrovirale est directement derivee du virus de 
Moloney MuLV, les sequences LTR en 5 1 ou en 3 • etant 
derivees directement d'especes virales particulieres 
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telles le mov9, mov3 ou movl3 , elles peuvent etre 
d 1 origine sauvage , mutante ou combinees . 

Dans le procede de 1 1 invention, la sequence 
contenant le gene env est choisie notamment parmi les 
sequences de retrovirus codant pour ledit gene et 
notamment le gene env du MuLV ou le gene env d'un virus 
heterologue tel par exemple le VSV, le HIV, le virus de 
la rage , le virus de la leucemie du Gibbon . II va de 
soi que la particule virale reconstitute est une 
particule hybride dont l'enveloppe est constitute de la 
proteine d'enveloppe du virus dont a ete issue la 
sequence env et le genome viral etant issu du MuLV. 

Le procede selon 1 1 invention est caracterise par 
le fait que la sequence contenant le gene env (que 
cette sequence soit incluse dans un plasmide portant 
egalement la sequence pseudo-retrovirale ou au 
contraire qu'elle soit incluse dans un vecteur 

autonome de cette derniere) est introduite dans la 
cellule cible par tout moyen approprie , notamment par 
un vecteur viral, tel 1 1 adenovirus , ou encore par des 
methodes physiques, par exemple bombardement , fusion de 
liposomes ou micro-injection. II va de soi, comme cela 
a ete explique plus haut, que 1 1 utilisation d'un 
adenovirus permet la mise en oeuvre d'un procede a haut 
rendement et tout en conservant une securite total e 
puisque 1" expression de particules virales ne peut etre 
realisee que dans les eel lules en division et par 
transcomplementation de la pseudo-part icule virale 
derivee du virus de Moloney et du gene enveloppe derive 
du vecteur adenoviral . 

Une variante avantageuse du procede de 
1 ' invention, notamment quand les liposomes sont 

: 1 un p -n.; r.usieur r c "eauence? e>:tcr:.eur -les neu>: 

LTR, dont la fonction serait une function 
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stabilisatrice de 1' expression de la sequence pseudo- 
retrovirale et notamment du transgene. 

Un exemple de ces sequences est les sequences ITR 
(Invented Terminal Repeat) du virus AAV . Ces sequences 
sont susceptibles , quand elles sont presentes de part 
et d 1 autre de sequences a exprimer, et notamment en 
amont, de conferer une stabilisation substant ielle de 
l'expression desdites sequences (Philips et al, supra 
et Flotte T.T. et al . Am. J. Resp. Cell. Mol. Biol, 
1992 7 : 349) . 

Hors ce type de sequences, tout type de sequence 
susceptible d'augmenter l'expression en terme de taux 
et/ou de duree peut etre choisie par l'homme du metier 
et integree dans le vecteur ou plasmide de transfection 
a l'exterieur des deux sequences nucleosidiques de type 
a) et b) ci-dessus. 

De fa<?on plus generale, 1' invent ion est relative a 
un procede permettant l'expression d'un transgene pour 
la therapie genique caracterise par la transfection 
simultanee dans des cellules cibles d 1 un genome 
retroviral de structure generale representee dans la 
figure la, lequel genome possede toutes les sequences 
necessaires a l'expression d'une particule virale, mais 
est depourvu du gene enveloppe conferant a ladite 
particule virale son caractere infectieux et, d 1 autre 
part, une sequence d'acides nucleiques contenant dans 
sa structure un gene enveloppe de virus ou cellulaire, 
la co-expression en trans des deux sequences ainsi 
transfectees permettant l'expression de particules 
virales recoinbinantes infectieuses mais depourvues dans 
leur genome dudit gene env . 

Cette co-expression en trans des deux types de 
sequences d'acides nucleiques peut etre realisee soit 
dans une cellule hote permettant done la realisation 
d'un systeme hote-vecteur utilisable en tant que tel en 
therapie genique, soit en injection simultanee au 
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niveau des cellules cibles a traiter , so it en fin par 
encapsulation dans un vehicule , par exemple des 
liposomes . 

Cette expression peut etre realisee aussi bien 
quand les sequences sont portees par deux structures 
differentes, soit par la meme structure plasmidique 
pourvu que celle port ant le gene env . soit exterieure 
aux deux LTR 5 1 et 3 1 de la sequence pseudo-retrovirale . 

II apparait clairement a l'homme du metier le 
caractere iter at if du systeme utilise par adj onction en 
tant que de besoin de la deuxieme sequence d 1 acides 
nucleiques porteuse du gene env et susceptible d 1 etre 
exprimee sous le controle d'un promoteur. 

L' invention est egalement relative a 1 'utilisation 
en therapie genigue du systeme hote-vecteur decrit plus 
haut et obtenu par trans feet ion simultanee dans une 
cellule eucaryote de deux sequences d 1 acides nucleiques 
dont 1' expression en trans permet a ladite cellule 
eucaryote de produire des particules virales 
infect ieuses et porteuses du transgene , cette 
utilisation pouvant etre avantageusement appliquee a 
1' expression d'un gene suicide dans des cellules cibles 
a detruire. 

Cette co-expression est realisee par une double 
trans feet ion de sequences decrites dans les figures la 
et lb, ou par transf ection d'une structure unique 
portant les deux types de sequences la et lb, dont un 
exemple est represents dans la figure 4a. 

Si cette structure unique porte en outre une 
sequence ameliorant l 1 expression en terme de taux ou de 
duree , telles les sequences ITR du virus AAV, 
1 1 utilisation est particulierement avantageuse , 

• omrnc -oyer- - r:in: :e:::c:. ime^:crant .ims.:. 

1 'eff icacite de cette technique et permettant 
1 1 utilisation des liposomes porteurs des plasmides 
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recombinants comme intermediaire dans la fabrication 
d'un systeme hote-vecteur utilisable en therapie 
genique ou aussi comme principe actif de medicament 
utilisable en therapie genique. 

Les ITR d ' AAV produisent leur effet maximal quand 
ils sont positionnes pour I'un en amont du LTR5 1 et 
pour 1 ' autre en aval de la sequence de polyadenylation 
PA, telle que representee dans la figure 4b- 

Enfin, 1 1 invention est relative a des medicaments 
utilisables en therapie genigue et caracterises en ce 
qu'ils contiennent comme principe actif des cellules 
eucaryotes ayant subi une double transfection par les 
sequences d 1 acides nucleiques telle que decrite dans 
les figures la et lb ; le principe actif d'un 
medicament selon la present e invention peut etre 
egalement constitue, d 1 une part, de particuies virales 
recombinantes infectieuses porteuses d'un genome viral 
dans lequel le gene env a ete substitue par exemple au 
niveau de son codon d' initiation par le transgene a 
exprimer et, d' autre part, par une sequence d 1 acides 
nucleiques comportant dans sa structure le gene 
enveloppe, sous la dependance d'un promoteur et, le cas 
echeant, flanquee par une sequence codant par exemple 
pour le gene de la thymidine kinase . 

L 1 invention est de la meme fagon relative a des 
medicaments caracterises en ce qu'ils contiennent comme 
principe actif des liposomes contenant des sequences 
d'ADN recombinantes dont 1 ' une est constitute d'une 
sequence pseudo-retrovirale comprise entre des LTR 5 ' 
et 3 1 de retrovirus, comprenant les genes gag et pol et 
un gene d 1 interet therapeutique , mais depourvu du gene 
env., et une autre sequence exterieure a la premiere 
comportant un gene env. et une sequence de 
polyadenylation et sous la dependance d'un promoteur et 
le cas echeant egalement flanque par une sequence 
codant pour un gene d 1 interet ; dans un mode de 
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realisation avantageux, le medicament constitue de ces 
liposomes porteurs des sequences recombinantes est tel 
que le plasmide qui les porte comprend en outre des 
sequences permettant d'ameliorer 1 'expression des genes 
d 1 interet et notamment ceux qui sont compris entre les 
deux LTR augmentant ainsi l'efficacite dudit 
medicament . 

Le gene d 1 interet des medicaments de 1 1 invention 
est de maniere avantageuse le gene de la thymidine 
kinase, qui, quand il est exprime, confere a la cellule 
qui I'abrite une sensibilite aux analogues de 
nucleotides tels que le gancyclovir ou 1' acyclovir. 

L'homme du metier saura mettre en oeuvre toutes 
les variantes possibles de ce type de systeme hote- 
vecteur, par experimentation de routine. 

De telles variantes, ou equivalents, font partie 
de 1 1 invention telle que revendiquee ci-apres. 

Les figures et les exemples qui suivent 
permettront d'illustrer de fagon plus precise 
1 1 invention. 

- La figure 1 represente la construction des deux 
sequences d'acides nucleiques devant etre transfectees 
simultanement . 

Dans cette figure : 

la figure la represente le virus recombinant 
defectif Moloney dans lequel la zone en gris 
represente des sequences .derivees du virus de 
Moloney et le gene X sur fond noir represente le 
transgene ; 

. la f igure lb represente un gene Y codant pour 
une enveloppe virale ou pour une proteine 
membranaire flanque en 5 1 d 1 un promoteur et 

1 anque er ' 5 ; 1 une sequence cu; pciyaaenyiatior; 
- ia figure ic, pour memoire, indique la sequence 
du virus Moloney sauvage . 
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La figure 2 represente le principe de la co- 
expression en trans et de la production de particules 
virales defectives et infectieuses permettant la 
reintroduction dans une cellule cible du genome 
retroviral recombinant defectif. 

Dans la premiere partie du schema, un vecteur de 
type represente dans la figure la est introduit dans la 
cellule hote. (II est a noter que cette introduction 
peut etre realisee, soit par transf ection, soit par 
infection par une particule retrovirale defective telle 
que decrite a la fin de ce schema) . Le resultat de 
cette expression du vecteur represente dans la figure 
la est la production de particules virales dont le 
genome est derive de ce vecteur mais qui ne portent pas 
a leur surface de proteine d'enveloppe et qui sont done 
non infectieuses (telles que representees dans la 2eme 
partie du schema) . 

On exprime alors par transfection dans cette 
cellule un vecteur du type represente dans la figure 
lb, porteur du gene env . La complementation en trans 
permet alors l 1 expression a la surface des particules 
virales de la proteine env, ces particules virales 
restant depourvues du gene env. 

- La figure 3 represente le schema therapeutique depuis 
la generation des cellules produisant les particules 
virales infectieuses porteuses du transgene jusqu'a 
leur injection in situ dans la tumeur ainsi que la 
perpetuation du cycle infectieux par la complementation 
in situ avec un gene d'enveloppe. La colonne de gauche 
reprend la production de particules virales 
recombinantes defectives telles que deja representees 
dans la figure 2, lesquelles cellules sont injectees in 
vivo dans une tumeur. Les particules virales 
recombinantes defectives produites in situ sont alors 
susceptibles d'infecter des cellules tumorales ; 
l'effet therapeutique du transgene .peut alors 
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s'exprimer dans ces cellules et les cellules tumorales 
transduites produisent elles-memes des particules 
vi rales porteuses du transgene et depourvues 
d'enveloppe. Le cycle s 1 arrete a ce niveau, sauf ajout 
ulterieur du vecteur selon la f igure lb . 

La figure 4a represente une construction 
plamsmidique dans laguelle les deux sequences -pseudo- 
retrovirales et env . - sont portees par la meme 
structure. 

La figure 4b est une variante dans laquelle les 
ITR du virus de l'AAV ont ete ajoutes en amont du 5 1 
LTR et en aval de la sequence de polyademylation (PA) - 

Le ' transgene est dans I'un et 1' autre cas le gene 
de la thymidine kinase de HSV1 . 

La figure 5 represente un couple particulier de 
vecteurs utilises pour montrer l'efficacite du systeme 
de 1 1 invention, la figure 5a etant le vecteur pNP-2 
contenant le gene HSV1-TK, et le plasmide p CRIP GAC-2 
contenant le gene env du virus de Moloney, tels que 
decrits dans l'exemple 3 ci-apres. 

- EXEMPLE I : Construction d'un virus de Moloney 
porteur d'un gene therapeutique et defectif pour 
1 1 enveloppe virale : 

Le vecteur utilise est derive du vecteur 
retroviral pMA 24 5, lequel est derive du virus de 
Moloney MuLV et a ete construit a partir de fragments 
MuLV clones a partir de dif f erentes especes de Mov 
(Mov-3, -9, et -13) telles qu'etablies par Jaenisch et 
al., 1981, Cell 24:519-529. 

La construction genet ique est f acilement 
realisable par 1 ' homme de metier. On part d'un plasmide 
porteur d'un provirus Moloney infectieux. Un tel 

.rc iaequa:./ pu:. >:e^i . • .;c**ui^. ^IH-?T7 at. 

sour is ) , donne naissance a des particules v irales 
infectieuses porteuses du genome de Moloney sauvage 
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derive de la construction genetigue transfectee. Dans 
ce genome, on substitue le gene codant pour l'enveloppe 
par un gene codant pour la proteine d'interet 
therapeutique. Cette construction est realisee de sorte 
que ce gene est synthetise a partir des memes 
transcrits episses que le gene d'enveloppe "sauvage". 
Dans un souci d'efficacite de 1' expression du gene 
d'interet therapeutique, et egalement d'efficacite de 
la production de particules retrovirales, on peut meme 
substituer le gene d'interet therapeutique de sorte que 
le codon ATG de celui-ci se trouve exactement a la 
position de 1 1 ATG du gene env de Moloney. Le gene 
d'interet therapeutique est plus volontiers derive de 
1 1 ADN complementaire et ne comporte done pas d ' intron 
et est egalement depourvu de sequence de 
polyadenylation. La construction genetique est telle 
qu'elle respecte done l'epissage naturel du virus de 
Moloney, qu'elle respecte les cadre de lecture des 
genes gag et pol et qu'elle respecte 1 ' integrite du 
LTR3 1 du virus de Moloney. L ' ensemble de la 
construction genetique est realise selon les regies de 
1'art par digestion enzymatique de I'ADN puis ligation 
des fragments appropries ; ces techniques sont decrites 
dans Maniatis et al . , 1989 , Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual. Si necessaire, elle utilise la PCR 
ou toute technique d 1 amplification appropriee pour 
generer des fragments genetiques aux extremites 
desquels se trouvent les sites de restriction 
appropries au clonage . 

Si necessaire egalement, les differents fragments 
genetiques composant le provirus infectieux Moloney 
peuvent etre decomposes en fragments plus courts 
repartis sur les plasmides distincts, de sorte qu'ils 
soient manipules plus simplement pour etre ensuite 
reassembles de fagon appropriee. Si necessaire enfin, 
on peut utiliser la mutagenese dirigee pour introduire, 
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soit des sites de restriction necessaires a la 
realisation de la construction genetique, soit pour 
substituer a des positions precises les differents 
genes. A 1 1 issue de cette construction genetique, on 
dispose d 1 un plasmide qui, lorsqu'il est transfecte 
dans une cellule (par exemple NIH-3T3) , s'exprime comme 
un virus de Moloney sauvage et aboutit done a la 
generation de particules virales dont le genome est 
const itue par le provirus lui-meme - Du fait de 
1 1 homologie entre le provirus inf ectieux et le provirus 
def ectif nouvellement construit , la synthese des 
differents ARN se fait avec une efficacite dans des 
proportions optimisees qui font que le nombre de 
particules virales qui sont f abriquees par la cellule 
est tres voisin de celui d 1 un virus sauvage . Ce nombre 
de particules virales est done largement super ieur a 
celui fabrique par des lignees d 1 encapsidation 
classique dans lesquelles les differents genes de 
structure du virus de Moloney sont portes par des 
constructions genet iques dif f erentes , et dans laquelle 
le vecteur retroviral qui const itue le genome de la 
particule virale est sur un plasmide different et a une 
structure et une taille tres dif f erentes de eel les du 
Moloney sauvage. II est a noter que les particules 
virales ainsi produites ne sont pas inf ectieuses car 
elles sont depourvues d'enveloppe. Cette proteine 
d'enveloppe peut etre apportee, de fagon independante 
, dans cette cellule grace a un vecteur dont la 
construction est ef f ectuee ci-apres . 

- EXEMPLE II : Construction de la sequence d'acides 
nucleiques porteuse du gene env : 

une ncuveiie :onsiru:t. cr. aenet.aue sinpie contenanr ur 
rjene a expression rnembranaire sous le control p ri 'tin 
promoteur classique (comme par exemple le promoteur du 
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virus SV4 0, un promoteur de cytomegalovirus, un 
promoteur d'un gene housekeeping comme le PGK , ou bien 
meme un promoteur specif ique d'un type cellulaire donne 
et qui offrira done une securite d'emploi 
supplementaire) . Ce vecteur d'expression comprend 
egalement des sequences de polyadenylation provenant de 
differentes constructions genetiques (sequences de 
polyadenylation de SV4 0, de /?globine, de 1' hormone de 
croissance . . . ) . Le gene membranaire peut etre soit une 
enveloppe du virus Moloney lui-meme, soit une 

enveloppe d 1 autre virus qui puisse etre captee par la 
particule virale et exprimee a la surface de celle-ci, 
soit meme une proteine cellulaire membranaire qui 
puisse egalement etre presente a la surface de la 
particule virale. C'est le cas notamment de la molecule 
CD4 dont il a ete montre qu'elle pouvait etre 
incorporee par differents retrovirus. 

Un autre mode de realisation est la construction 
des proteines membranaires chimeriques , telles que leur 
partie intracellulaire est derivee de la partie 
intracellulaire de 1' enveloppe du virus Moloney, et 
leur partie extracellulaire est une proteine 
membranaire permettant de mieux cibler la particule 
virale. La presence des regions intracellulaires de 
l 1 enveloppe du Moloney assure probablement une 
meilleure efficacite d'expression de cette enveloppe 
chimerique a la surface de la particule virale. 

Cette deuxieme construction genetique est 
egalement realisee de sorte qu'elle ne contienne aucune 
sequence derivee d'un virus de Moloney autre que le 
gene enveloppe lui-meme. Plus precisement, il ne peut 
contenir de sequence qui n'ait pas au prealable ete 
deletee sur la construction genetique precedente. De la 
sorte, on minimise fortement la possibility d'une 
recombinaison entre ce vecteur d 1 expression et le 
retrovirus defectif tel qu f il a .ete decrit 
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precedemment , recombinaison qui pour rait about ir a la 
production d'un retrovirus de Moloney infectieux cette 
f ois-ci . Ces constructions genet iques sont egalement 
realisees selon les regies de 1 1 art comme indique 
precedemment . 

- EXEMPLE III : Expression de particules vi rales par 
transcomplementation des deux sequences construites 
respect ivement dans les exemples I et II : 

Les constructions sont utilisees pour infecter des 
cellules de myelomes p3X63Ag8 ou des cellules 3T3 TK" 
def icientes en thymidine kinase. 

L ' experience ci-dessous comprend deux experiences 
control e et deux essais : 

lot a) : un premier control e de milieu de selection , 
dans leguel les cellules ne sont pas transf ectees , 
lot b) : un deuxieme controle de I'efficacite de la 
transf ect ion dans lequel les cellules sont transf ectees 
avec un plasmide contenant un gene codant pour la 
iQgalactosidase (Lac Z ) 

lot c) : un essai dans lequel les cellules sont 
transfectees par le plasmide pNP-2 seul mais qui permet 
l 1 expression de TK mais pas la propagation via la 
fabrication de particules retrovirales recombinantes 
defectives , 

lot d) : un essai dans lequel les cellules sont co- 
trans f ectees par le vecteur pNP-2 et un plasmide 
porteur du gene env du virus de, Moloney Mo-MuLV. 
III.l Description des plasmides 

- La figure 5a represente le plamside pNP-2 qui a ete 
depose a la CNCM le 20 fevrier 1995 sous le n° 1-1541. 
II contient les genes GAG et POL de Mo-MuLV, avec en 
aval un gene HSV1-TK sous un ATG de gene env mute . Sa 

V± 1 pt ECoRl : ; . KB 1 - ^on^ * ' nures 

- la Figure 5b represente le deux x erne plasmide pCRIP 
GAG" 2 , qui est un exemple de construction dans lequel 
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le gene env du MoMuLV est integre dans une sequence 
comportant les sequences MoMuLV, ip- gag-, pol+, env+, 
et suivie en aval par une sequence polyA de SV 40. 
Les chiffres entre parenthese indiquent la distance en 
nombre de paires de base. 

111. 2 Transf ection 

Des cellules 3T3 TK sont soit non transfectees (lot 
a) ) , soit transfectees selon les conditions decrites 
plus haut (lots b) , c) et d) ) . 

Dans le lot b) , l'efficacite de transf ection est 
revelee par utilisation de substrat chromogene ; pour 
cela, les cellules sont cultivees en presence d 1 IPTG 
(induction de l'operon Lac) et au bout de 24h en 
presence de x gal dont la couleur passe au bleu quand 
il est clive par la £galactosidase exprimee. La 
presence de la couleur bleue dans les cellules revele 
done l 1 existence de la transf ection . 

Dans les lots c) et d) , les cellules sont mises en 
presence du milieu de selection HAT soit a 24h, soit 
apres 5 jours de culture ou 1 1 on s 1 attend a avoir un 
nombre de cellules resistantes sous HAT largement 
superieur, compte tenu de la propagation cellulaire. 

111. 3 Resultats 

1) Efficacite de transfection : dans les conditions 
utilisees, l'efficacite de transfection avec le 
plasmide lac Z montre des valeurs aux alentours de 5% 
de cellules transfectees. 

2) Clones obtenus apres une selection des la 24eme 
heure. Pour les transf ections avec le plasmide pNP-2 
seul, on voit moins d'une dizaine de clones de toute 
petite taille (entre 20 a 50 cellules par clone) . Pour 
la transfection avec pNP-2 plus le gene codant pour 
l'enveloppe de Moloney, on voit egalement une dizaine 
de clones de petite taille plus 38 clones de taille 
largement superieure (>200 cellules par clone) . 
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3) Clones obtenus apres une selection HAT au 5eme jour. 
Pour les transf ections avec pNP-2 seul, on retrouve 
guelques clones egalement de petite taille. Pour la 
boite correspondant a la transfection de pNP-2 et le 
plasmide env, on observe un nombre de clones tres 
important, incomptable, correspondant environ au quart 
de confluence sur 1 1 ensemble de la boite. 
III. 4 Conclusions 

1) Le plasmide pNP-2 est fonctionnel et permet 
1' expression du gene TK. 

2) Des la 24eme heure, des particules virales 
recombinantes sont produites et permettent de 
transferer ef f icacement et de fac?on stable le gene TK 
dans les cellules de la culture. 

3) Apres 5 jours, on observe une augmentation 
importante (mais dif f icilement quantif iee dans cette 
experience) du nombre de clones stables obtenus. 

EXEMPLE IV : Construction d'un plasmide unique 
portant a la fois la sequence pseudo-retrovirale 
recombinant e depourvue du gene env . et porteuse de la 
thymidine kinase de HSV1 , et d'un gene env. sous la 
dependance d ' un promoteur en amont et d 1 un gene env . en 
aval. 

Un plasmide classique est utilise a titre de squelette 
de base, par exemple le PBR 322 par les methodes 
decrites plus haut. Les constructions telles que 
representees dans les figures 4a et 4b sont realisees, 
le plasmide ainsi recombine peut etre ainsi emulsionne 
et enveloppe dans des liposomes ou associe a tout autre 
vecteur permettant de le faire penetrer dans la cellule 
hote ou dans la cellule cible. 

- EXEMPLE V : Resultats experimentaux obtenus sur des 
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II a ete constate que ce systeme hote-vecteur 
ainsi construit produit des particules retrovirales 
infectantes a un titre de 108 particules/ml . 

Le titre a ete verif ie par infection de cellules 
L- de souris deficientes en thymidine kinase et 
infectees selon la methode decrite dans Caruso M. et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:7024-7028, 1993. 

En conclusion, le procede de traitement de 
cellules in vivo par therapie genique a l'aide du 
systeme hote-vecteur et les medicaments contenant a 
titre de principe actif ce systeme apparait comme etant 
particulierement avantageux au regard des techniques 
preexistantes sur les differents points cites plus 
haut, a savoir : 

- la productivity des particules virales emises 
(au moins 1 a 2 logs au-dessus de la productivity 
des cellules de packaging classigues) , 

- le caractere operationnel au niveau d 1 une mise 
en oeuvre industrielle de la production d'un 
medicament utilisant ce systeme puisque ce systeme 
hote-vecteur peut utiliser des cellules hotes 
cultivables en suspension et done a grande 
echelle, 

- une augmentation de l'efficacite du systeme au 
niveau des cellules cibles puisque la production 
de particules virales infect ieuses porteuses du 
transgene est un processus iteratif qui peut etre 
repete in vivo par adjonction a l f aide d'un 
vecteur ou de tout moyen approprie d'une sequence 
d'acides nucleiques porteuse du gene env et sous 
la dependance de son promoteur ; le systeme peut 
etre bloque permettant de stopper toute 
dissemination de particules virales recombinantes 
par arret de 1 'adjonction du gene env ; cela 
permet de controler, dans le cas de genes suicides 
par exemple, le nombre de cellules detruites par 
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adjonction d' analogues de nucleosides en fonction 
de la taille d'une tumeur eventuelle ou du nombre 
de cellules a detruire, 

- enfin, ce systeme permet une grande souplesse 
d 1 utilisation tout en gardant une iecurite virale 
et peut etre applique a tout autre systeme 
d ! expression conditionnel de gene. 
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REVINDICATIONS 



1 . Systeme hote-vecteur permettant d 1 exprimer un 
transgene dans une cellule cible ou un tissu humain ou 
animal caracterise en ce qu'il est const itue d'une 
cellule eucaryote et etablie en lignee, dans laquelle 
ont ete transfectees : 

a) une sequence pseudo-retrovirale recombinante dans 
laquelle le gene env a ete delete dans sa totalite ou 
partiellement et substitue par ledit transgene au 
niveau du gene env tel que represents dans la figure 
la; 

b) une sequence d'acides nucleiques incluant une 
sequence codant pour une proteine d*enveloppe, laquelle 
sequence est sous la dependance d 1 un promoteur et est 
associee le cas echeant audit transgene, et flanquee a 
son extremite 3 1 un site de polyadenylation et 
represents dans la figure lb ; 

ledit genome viral recombinant et ladite sequence etant 
susceptibles de se complementer en trans et permettre a 
ladite cellule hote de produire des virus infectieux 
defectifs depourvus du gene env. 

2. Systeme selon la revendicat ion 1 caracterise en 
ce que la sequence en a) et la sequence en b) sont 
portees par deux plasmides distincts. 

3. Systeme selon la revendication 1 caracterise en 
ce que les sequences recombinantes en a) et en b) sont 
portees par le meme plasmide pourvu que la sequence 
lb) soit exterieure a la zone de regulation de 
l 1 expression de la sequence pseudo-retrovirale 
recombinante en a) , en particulier exterieure aux LTR. 

4 . Systeme selon la revendication 3 caracterise en 
ce que le plasmide comporte en outre une ou deux 
sequences ITR de AAV situees en amont, ou en amont et 
en aval des LTR. 




WO 95/22617 PCT/FR95/00208 

37 

5. Systeme selon l'une des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce que la sequence d'acides nucleigues 
incluant une sequence codant pour une proteine 
d'enveloppe comprend en outre en amont de ladite 
sequence une sequence homologue du retrovirus 
recombinant defectif utilise dans le systeme hote- 
vecteur choisie notamment parmi tout ou partie du gene 
gag ou tout ou partie du gene pol . 

6. Systeme selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le transgene a exprimer est un 
gene suicide, notamment la thymidine kinase du virus 

nei[;t;^ ojuupxtiA (novx- lAj . 

7. Systeme selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que la sequence pseudovirale 
recombinante est derivee du genome de Moloney MuLV, les 
sequences LTR en 5 ! ou en 3 1 etant d'origine sauvage, 
mutante ou combinee. 

8. Systeme selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que la sequence d'acides nucleiques 
codant pour le gene env est d'origine virale et choisie 
notamment parmi les sequences codant pour le gene env 
du MuLV, du VSV, de HIV, de la rage. 

9. Systeme selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que la sequence d'acides nucleiques 
codant pour le gene env est d'origine cellulaire et est 
constitute d ' une sequence codant pour une proteine 
membranaire, permettant le ciblage de la particule 
virale sur un ligand specif ique, notamment une proteine 
codant pour un recepteur de type CD4 . 

10. Systeme selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le gene env est une proteine 
chimerique dans laquelle l'extremite carboxyterminale 

o rz. -jo^"i o ~ c o ^ 1 ; *~ r ■ — : *~ r ; ; — r- ™ Y v ~ " '- ' y " >~ ~ 

' enveioppe du Moloney. 

11. Systeme selon l'une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que la sequence contenant le gene env 
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peut etre introduite par infection par un vecteur 
viral, notamment 1 1 adenovirus . 

12. Systeme selon l'une des revendicat ions 1 a 10 
caracterise en ce que la sequence pseudo-virale 
recombinante et la sequence portant le gene env. sont 
enveloppees dans des vehicules tels des liposomes, et 
introduites dans les cellules par transf ection. 

13. Systeme selon la revendication 12 caracterise 
en ce que les cellules transf ectables sont soit des 
cellules hotes, soit des cellules cibles. 

14. Systeme selon 1 1 une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que la cellule eucaryote est une 
cellule etablie en lignee et peut etre choisie 
notamment parmi les lignees f ibroblastiques telles la 
lignee 3T3 , ou des lignees susceptibles d'etre 
cultivees en suspension telles des cellules de myelomes 
de souris, ou des cellules VERO. 

15. Systeme selon 1 1 une des revendications l a 10, 
caracterise en ce que les cellules utilisees sont des 
cellules de lepidopteres . 

16. Procede d 1 expression d 1 un transgene pour la 
therapie genique consistant en la mise en oeuvre des 
etapes suivantes : 

a) la construction d'un systeme hote-vecteur obtenu par 
transf ection dans une cellule eucaryote hote, d 1 une 
part, d'une sequence pseudoretrovirale dans laquelle le 
gene env est delete dans sa totalite et remplace par le 
transgene, notamment au niveau de l'ATG dudit gene env 
et, d ' autre part, une sequence d'acides nucleiques 
comportant dans sa structure une sequence codant pour 
une proteine d'enveloppe sous le controle d'un 
promoteur, le cas echeant associe au transgene et 
flanque a son extremite 3 T d'une sequence de 
polyadenylation, 

b) la mise en contact dudit systeme avec les cellules 
dans lesquelles le transgene doit etre exprime, 
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c) le cas echeant, le transfert a nouveau dans les 
cellules cibles de la susdite sequence contenant le 
gene env. 

17. Procede selon la revendication 16 caracterise 
en ce que les sequences pseudo-retrovirales et la 
sequence portant un gene env. sont enveloppees dans des 
vehicules . 

18. Procede selon la revendication 17 caracterise 
en ce que le vehicule de transfection est choisi par 
les liposomes, les lipides cationiques, les derives de 
polylysine, les adenovirus inactives ou un moyen 
balistique . 

19. Procede selon la revendication 16 ou 17 
caracterise en ce que la sequence pseudo-retrovirale et 
la sequence portant le gene env. sont portees par un 
meme plasmide . 

20. Procede selon la revendication 19 caracrerise 
en ce que le plasmide contient en outre une ou deux 
sequences ITR de AAV situees en amont , ou en amont et 
en aval des LTR. 

21. Procede selon 1 1 une des revendications 16 a 
19, caracterise en ce que le transgene est un gene 
suicide, notamment le gene de la thymidine kinase de 
HSV1, et en ce que les cellules dans lesquelles ledit 
transgene est integre sont detruites par addition d 1 un 
analogue de nucleotide, notamment le gancyclovir ou 
1 1 acyclovir . 

22. Procede selon la revendication 16, caracterise 
en ce que la sequence pseudoretrovirale est directement 
derivee du virus de Moloney MuLV, les sequences LTR en 
5' ou en 3 1 etant d 1 origine sauvage, mutante ou 
combinee . 



:aracrerise er ~e : nue : i -eauence cod a nr. nour 



virus codant pour ledit gene, notamment le MuLV, ou le 
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VSV, le HIV, ou le virus de la rage ou des sequences 
codant pour des proteines de membranes cellulaires, 
notamment le CD4 . 

24. Procede selon 1 1 une des revendications 16 a 
19, caracterise en ce que la sequence contenant le gene 
env est introduite dans la cellule cible par un vecteur 
viral, notamment issu de 1 1 adenovirus . 

25 . Procede selon 1 1 une des revendications 16 a 
19, caracterise en ce que la sequence contenant le gene 
env est introduite dans les cellules cibles par des 
methodes physiques, notamment par bombardement , fusion 
de liposomes, micro-injection. 

26. Procede selon l'une des revendications 16 a 
19, caracterise en ce que la cellule utilisee est 
choisie parmi des lignees etablies n • exprimant pas le 
transgene d » interet considere, notamment des lignees 
f ibroblastiques 3T3 de souris, des myelomes de souris 
ou des cellules d'insectes, ou des cellules VERO. 

27. Procede permettant l 1 expression d'un transgene 
pour la therapie genique qui consiste en une double 
transfection des cellules cibles, d'une part, par des 
virus infectieux defectifs obtenus par le systeme 
hote-vecteur de la revendication 1 et, d 1 autre part, 
par une sequence d'acides nucleiques contenant dans sa 
structure un gene enveloppe de retrovirus, la co- 
expression in vivo en trans des deux sequences 
permettant 1' expression de particules virales 
recombinantes infectieuses mais depourvues dans leur 
genome dudit gene env. 

28. Utilisation dans la fabrication d'un 
medicament pour la therapie genique d'un systeme hote- 
vecteur obtenu par la succession des etapes suivantes : 
a) transfection simultanee dans une cellule eucaryote, 
d'une part, d'une sequence pseudoretrovirale dans 
laquelle le gene env est delete dans sa totalite et 
remplace par le transgene et, d' autre part, une 
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sequence d ' acides nucleiques comportant dans sa 
structure une sequence codant pour une proteine 
d 1 enveloppe sous le controle d 'un promoteur , le cas 
echeant associe au transgene et flanque a son extremite 
3' d'une sequence de polyadenylation, et, le cas 
echeant , associee a son extremite 3 1 a une sequence 
homologue du retrovirus recombinant defectif utilise 
dans le systeme hote-vecteur d'un gene codant pour une 
proteine retrovirale , 

b) la raise en contact dudit systeme avec les cellules 
dans lesquelles le transgene doit etre exprime, 

c) le cas echeant, le transfert a nouveau dans les 
cellules cibles de la susdite sequence contenant le 
gene env. 

29 . Utilisation selon la revendication 2 8 
caracterisee en ce que la sequence pseudo-retrovirale 
et la sequence d' acides nucleiques portant un gene env* 
sont portees par un seul plasmide. 

3 0 . Util isation selon la revendication 2 9 
caracrerise en ce que le plasmide contient en outre une 
ou deux sequences ITR de AAV situees en amont , ou en 
amont et en aval des LTR. 

31 . Utilisation selon la revendication 28 
caracterisee en ce que la sequence pseudo-retrovirale 
et la sequence portant le gene env. sont portees par 
deux plasmides distincts . 

32. Utilisation selon 1 1 une des revendicat ions 27 
a 30, caracterise en ce que le gene a exprimer est un 
gene suicide • 

33. Utilisation selon la revendication 32, 
caracterise en ce que le gene suicide est le gene de la 
thymidine kinase, les cellules cibles dans lesquelles 

ma.oaue e o s i. a c -'rarr.^or.^ rv:...rv:- 

gancyciovir . 
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34. Medicament utilisable en therapie genique 
caracterise en ce qu'il contient comme principe actif 
des vehicules contenant une sequence retro-virale 
recombinante substitute au niveau du gene env. par un 
transgene d'interet, et, en dehors de la zone de 
regulation de !• expression des sequences retrovirales , 
notamment en dehors des LTR, une sequence porteuse d 9 un 
gene env. sous la dependance d 1 un promoteur. 

35. Medicament selon la revendication 34 
caracrerise en ce que le plasmide contient en outre une 
ou deux sequences ITR de AAV situees en amont, ou en 
amont et en aval des LTR. 

3 6. Medicament utilisable en therapie genique 
caracterise en ce qu'il contient comme principe actif 
des cellules eucaryotes ayant subi une double 
transfection et representees par le systeme hote- 
vecteur selon la revendication 1. 

37. Vecteur viral recombinant et contenant un 
transgene d'interet, utilisable en therapie genique 
caracterise en ce que : 

- un gene essentiel a la constitution de particules 
virales infectieuses est substitue par un transgene 
d 1 interet , 

- ce gene essentiel est present sur le meme vecteur, ou 
un vecteur distinct, mais n'est plus sous la dependance 
des promoteurs viraux et, 

- le produit de ce gene agit en trans et permet de 
reconstituer des particules virales defectives. 

38. Vecteur selon la revendication 37 caracterise 
en ce que le virus est un retrovirus, et le transgene 
est substitue au niveau du gene env. 

39. Vecteur selon la revendication 37 caracterise 
en ce que le virus est un adenovirus et le transgene 
est substitue au niveau du gene E1A. 
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4 0 . Utilisation d 1 un vecteur selon 1 1 une des 
revendications 37 a 39 dans la fabrication d 1 un 
medicament utilisable en therapie genigue . 
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